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【摘要】 基于宏基因组学测序（mNGS）的病原学诊断技术是一种非靶向的广谱病原学筛查技术，近几

年越来越多的研究表明其在重症感染领域，特别是疑难、罕见病导致的重症感染中发挥了关键性作用。由于

mNGS 高昂的成本及较高的实验条件要求，目前尚未纳入常规临床检验中。可以预见，随着测序成本的下降及

我国医疗水平的不断提高，基于 mNGS 的病原学诊断技术在临床大规模开展的条件已经逐步成熟。本文从检

测、规则和应用等方面阐述了基于 mNGS 技术在临床中重症感染患者病原学诊断中应用的专家共识，并对其未

来在临床应用改进方面提出了展望。
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【Abstract】 Metagenomic next generation sequencing (mNGS) is a non-targeted and broad-spectrum pathogen 
screening technology. In recent years, more and more studies have shown that mNGS pathogen detection plays a key role 
in the field of clinical severe infection, especially when the severe infection was caused by rare pathogens. However, due 
to its high cost and high requirements of experimental conditions, it has not been included as a routine clinical test yet. 
Nevertheless, it can be predicted that with the decrease of sequencing cost and the continuous improvement of medical 
level in China, the conditions for large-scale clinical application of pathogenic diagnosis based on mNGS have gradually 
matured. This consensus described the expert consensus of etiology diagnosis based on mNGS in the scope of detection, 
rules and applications in clinical moderate and severe infections, and also looked forward to the improvement of its 
clinical application in the future.
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 病原学诊断是感染性疾病诊断中最重要的一

环，对于提升中重症感染性疾病的诊疗质量至关重

要，其中分子诊断是病原学诊断中的一个重要方向。

随着现代分子生物学技术的发展，出现了很多分子

诊断方法，如 DNA 限制性内切酶分析技术、核酸探

针杂交技术、聚合酶链反应（PCR）技术和环介导等

温扩增（LAMP）技术等［1-4］。这些技术的发展促进

了临床病原体检测的精细化，在常见感染的诊断方

面发挥了巨大作用。病原体高达上万种，但常规的

临床病原学诊断往往只能针对几种目标病原体进行

检测，且目标病原体的检测依赖于临床医生的判断。

因此，由于病原体的多样性，传统检测手段的局限
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性，以及临床医生对目标病原体的判断水平参差不

齐，在临床上超过 2/3 的感染性疾病最终仍无法鉴

定其病原体，导致临床不能针对性地用药，经验试错

情况时有发生。这一困境在临床重症感染性疾病，

特别是由疑难、罕见的病原体导致的临床重症型病

例上尤其严峻。

 随着基因组学技术的发展，高通量测序技术〔又

称下一代测序技术（NGS）〕越来越广泛地应用于感

染性疾病的溯源、检测、分型和耐药评估等各个方

面，并且朝着快捷、经济的方向飞速发展 ［5］。2008 年

和 2011 年，Palacios 等［6］与 Xu 等［7］分别采用宏基

因组及宏转录组发现了两个临床感染病例的新发病

原体，分别为沙粒病毒和新型布尼亚病毒，开启了宏

基因组学测序（mNGS）技术在临床感染中应用的先

例。由于 mNGS 不依赖于特定基因引物的序列扩增，

而是将待测样本的所有 DNA 或 RNA 混合测序，并

通过将测序数据与病原体数据库进行比对，获得病

原体的分类信息，因此能在较短的时间内完成对样

本的无靶向检测，单次即可检测上千种病原体，检测

的病原体种类包含病毒、细菌、真菌和寄生虫等［8-9］。

 就现阶段而言，受限于高昂成本，mNGS 主要集

中应用于重大疾病、突发公共卫生事件和特定病例

人群，目前尚未纳入常规临床检测［10］。此外，由于

临床测序检测设备还未实现小型化、设备实验条件

的标准过高、临床感染工作者对 mNGS 的认知和接

受程度不足，以及检测结果的科学判读证据与逻辑

尚待证实等原因［11-14］，mNGS 临床应用开展仍不广

泛。可以预见，随着测序技术的进步、测序成本的

降低以及生物信息手段的提升，mNGS 在临床的应

用会逐渐广泛开展起来［11］。因此，为了进一步促进

和规范 mNGS 的合理应用，兼顾社会经济负担，促进

病原体的诊断、正确判读检测结果和意义，我们组

织重症、感染病学（含传染病学）和病原微生物学相

关领域的专家共同研讨并制定了本共识。由于本共

识是总体指导意见，不进行具体证据分级。

1 检测与质控 

1.1 检测设施设备控制 ：必须按照《医疗机构临床

基因扩增检验实验室管理办法》的相关规定开展临

床 mNGS。检测实验室应符合《医疗机构临床基因扩

增检验实验室工作导则》的相关规定。实验室空气

洁净度需要建立标准对照和监测系统，实验室存在

的背景微生物需要进行定期的汇总更新。测序设备

需要采用获得国家医疗器械注册许可的测序平台。

1.2 检测实验质控 ：mNGS 过程主要包括样本处理

（包含运输）、核酸提取、文库构建、上机测序及数据

比对与判读。对于这些影响检验结果的关键过程，

需要有相应的质控点，包括运输过程保持低温状态、

核酸提取质量、文库出库浓度和片段分布大小、下

机总数据量、有效数据量、测序质量及数据分析可

靠性等，任何不符合质控标准的检测都应及时终止

并重新检测，或者在无法重新检测的情况下，可提供

预警，以供临床参考。全流程的质控标准应包含但

不限于如下几点 ：① 每批次实验中都应该包括内参

和（或）阳性、阴性对照品。② 内参和（或）阳性对

照品被有效检出且检测到的碱基序列片段数量应该

满足实验预期的检测敏感度阈值。③ 对于不同类

型的样本，建议有基本的序列数据量。因为 mNGS

的科学原理是对临床样本中的所有核酸进行高通量

测序，除了测试到样本中包含的病原体序列信息外，

一定也包含了人基因组或转录组的序列。由于临床

样本中微生物的核酸含量远低于人核酸含量，通常

不足人核酸含量的 5%。因此，为了得到临床可信的

检测结果，理论上需要将所有核酸都测试一遍，这就

对测序的数据量提出了基本的要求。由于不同类型

的临床样本中人宿主核酸的含量是不同的，因此对

不同类型样本的测试数据量的要求也不同。在主要

代表类型样本中，单位体积的人核酸含量排序为脑

脊液＜支气管肺泡灌洗液＜血浆＜痰液＜胸腹水，

本共识推荐的高通量测序序列数依次为 2 000 万

条（20 million，20 M）、4 000 万条（40 million，40 M）、

5 000 万条（50 million，50 M）、8 000 万条（80 million，

80 M）、1 亿条（100 million，100 M）。对于痰液和胸

腹水样本，不仅是数据量需要增加，还需要进行适当

的人核酸去除来确保检测的敏感度。④ 为确保序列

比对的准确性，避免因同源错配导致的序列比对错

误，建议测序序列读长不少于 50 bp（单端读长 50 个

碱基）。推荐采用临床应用级别的数据库，对临床病

原体的不同种、不同型别有满足需求的区分度。生

物信息分析流程应该有统一标准，自动化为主，人工

纠错为辅。建议 mNGS 结果报告应涵盖该批次实验

中的内参、阴性和阳性对照品结果，并记录相关质

控标准，如测序质量、单个样本数据量、序列读长、

检出的病原体序列数及相对丰度等。

1.3 测序结果的实验室判读控制 ：目前不同厂家测

试产品的病原体检测判读阈值可能不同，因此下列

标准应适用于所有二代测序病原体检测流程。满足
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质控标准的合格的下机数据进入分析解读流程后，

应遵循以下原则 ：① 剔除试剂、环境中引入的假阳

性病原体信息 ；② 剔除比对流程中交叉引入的假阳

性病原体信息 ；③ 报告病原体信息原则上准确到

种（检出序列数极少、相似度极高的病原复合群和

分节段分型的病毒等例外），同时也应包含相应的属

信息 ；④ 建议将临床高度关注和健康者样本中极少

出现的病原体信息优先呈现（即高度致病可能性），

同时将某些部位（如呼吸道、皮肤、肠道等）的常见、

低（或无）致病性病原体（定植菌等）独立呈现。 

1.4 数据库建设 ：用于生物信息分析的数据库构建

包括两个内容，即人源数据库和病原体数据库。人

源数据库收集需尽可能完整，不仅包含染色体基因

组，还要包括线粒体等基因组、转录组及非编码序

列信息。病原体数据库收录的信息应该覆盖主要的

病原体，且确保每条收录的序列数据准确完整。

2 规则及应用 

2.1 不同病原体检测方法的特点 ：临床样本中病原

体的常规检测范围包括鉴定培养物中生长的微生

物，通过血清学实验检测特定微生物的生物标志物

〔如通过乳胶凝集进行抗原检测或通过酶联免疫吸

附试验（ELISA）进行抗体检测〕，或通过分子生物学

实验进行单个或多重病原体特异核酸检测。这些方

法虽然多，并且可以组合应用，对于常见高发感染也

非常有效，但是它们都属于试错型，高度依赖于临床

医生的判断选择。目前在重症感染病例的诊断上，

试错型尝试病原体检测耗时较长，临床总体阳性率

也比较低。临床 mNGS 的技术特点是能够大范围甚

至是全方位试错，为临床医生提供了一个快速的检

测手段。但目前由于新技术的成本较高，且 mNGS

与宏转录组学测序（mtNGS）存在差异，导致临床敏

感度与预期相对较低，简单地增加成本投入能有效

提高临床敏感度。此外，临床 mNGS 除了测序生化

反应外，还包含了病原体数据库自动分析比对专家

系统，对于检测结果的准确性也非常重要，故不是一

个简单的测序反应。一线工作人员，尤其是从事重

症病例治疗的医生，需要对 mNGS 的临床应用有更

多的了解，才能使 mNGS 更好地服务于临床。

2.2 mNGS 报告解读规则 ：mNGS 报告通过测序短

序列的数量进行物种的鉴定，碱基序列片段数量越

大，表明该物种在样本中存在的可能性越高，但需要

区分不同物种。同时需要考虑基因组的覆盖度，覆

盖度与可信度呈正相关，但并非呈线性正相关。

2.3 阴性结果的解读 ：mNGS 报告中的信息是经过

特定阈值过滤后的结果，如果是阴性报告，首先需要

分析患者的具体情况，再研究除报告外的原始检测

结果，判断是因为未达到阈值误判，还是确实不存在

病原体。可以根据具体的临床信息，在报告阈值之

外考虑可能的原始检出感染病原体，如胞内感染菌。

在阴性结果中，如果没有进行 RNA 的宏基因组检测

（也称为 mtNGS），可能遗漏了以 RNA 为遗传物质的

病毒，需进一步检测宏转录组以明确病原体，如一种

新型病毒性脑炎 RNA 病毒的发现［15］，否则存在假阴

性的可能。对于某个临床样本，mNGS 和 mtNGS 都

为阴性的情况下，且内参检测值提示该样本中单位

体积内（通常为 1 mL）已知最小病毒小于 10 个分子

时，可以考虑阴性价值，即患者不存在感染性疾病，

可能存在免疫性疾病和肿瘤等［16］。

2.4 阳性结果的解读 ：因不同部位临床样本的背景

微生物存在差异，故阳性的判读需要建立阈值才可

以将真阳性的病原体从背景微生物中分离出来。这

些阈值可以包含一些指标，如检出特定微生物序列

的数量、归一化为每百万序列的相对值、检出微生

物的基因组覆盖度及内参对照的检出等情况。但需

要在相同的测序平台、相同的实验室进行比较，以

排除平台和环境差异带来的影响。而当某个鉴定达

到阳性判断阈值后，其增量与可靠性呈正相关，但并

不呈线性相关，在未达到阈值时，其增量与鉴定可靠

性呈指数正相关。因此，在判断阳性时，达到阈值即

可信。此外，在阳性报告中，如果有多种微生物大量

存在，则应结合定植微生物考虑假阳性物种。而针

对一些常见病原体，需考虑并增加耐药基因的检测，

以提供更多的临床治疗指导方案。

2.5 常见微生物检测结果与临床检测结果不一致，

且不能排除感染时，应作为怀疑的依据，再次送高通

量检测 ；如果高通量检测的对应病原体序列升高，

则提示有非常见的微生物，与临床信息吻合，应选择

靶向抗感染治疗。

2.6 非体内正常定植菌的外来侵入性微生物在非

感染部位出现，一旦被检出，即认为是病原体。

2.7 对于区别背景微生物、病毒以及快速分裂期的

微生物，mRNA 的诊断价值有待进一步临床观察与

研究加以证实。如果相应 mRNA 序列数增加，则提

示可能存在 DNA 病毒快速繁殖，要与病毒 RNA 进

行鉴别［17］。

2.8 延迟阳性 ：有一些病原体由于被吞噬细胞吞
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噬，经一段时间裂解释放核酸后才能被检出，需考虑

多次送检。

2.9 物种差异判读 ：不同的病原体类型对应的阈值

不同，应分类解读。

2.9.1 病毒：一些显著区别于人基因组序列的病毒，

如腺病毒和流感病毒等，有少量的特异序列检出即

可信，其阈值通常在 3/100 万及以上即为可信 ；而一

些与人源序列相似度高的病毒，如反转录病毒类，在

检出序列较少时，因无法判断是否来自一些转录元

件，只有更多序列检出时才可信，其阈值通常需要超

过 1 000/100 万，因为哪怕确实是某类反转录病毒，

相对较少的检出序列也更多指向其在人体内是潜伏

状态，而不是感染状态。

2.9.2 真菌：真菌的基因组较大，并且存在较厚的细

胞壁，因此在核酸提取的效率上会大打折扣，即使进

行了一些破壁处理，其检出的特异序列数仍然不会

很多，因此对于真菌的鉴定，其阈值考虑在 5/100 万

以上，在达到 100/100 万以前，其可信度随序列数增

加而增加。

2.9.3 细菌 ：对于一些细菌来说，要着重区分是定

植菌、污染还是真正的病原菌。对于非胞内感染菌，

因不同细菌间存在同源相似性，菌种间可信阈值差

异较大，并且因不同实验室而有差异，因此鉴定报告

应给出具体菌种的阳性参考阈值，并列出背景菌作

为参考 ；而对于胞内感染菌，如结核分枝杆菌［18］和

军团菌的阈值相对较低，通常有 1/100 万即可考虑

可信，随着序列数增加，其可信度逐渐增加，但达到

30/100 万时，其增量不再有增加可信度的意义。

2.9.4 寄生虫 ：因为目前寄生虫的基因组参考数据

库种类不多，且寄生虫生物的多样性，作为真核生

物，有很多与人基因组相似的元件，因此在判断阳性

时要特别要求序列的特异性。寄生虫作为阳性判断

的阈值需在 10/100 万以上，并且需要严格确认序列

的特异性。

2.10 罕见病原体的阳性价值 ：罕见病原体在报告

中出现时，需要进一步确定其致病性及临床特征，包

括感染病灶的影像。罕见病原体的确认需要进一步

调查患者病史，以确定其为动物疫源［19］或者环境疫

源［20］的流行病学证据。

2.11 污染与定植：在 mNGS 报告中，需要考虑取样

和样本处理等环节带来污染的可能性。例如 ：呼吸

道肺泡灌洗液的样本报告有大量的口腔菌，首先考

虑取样是否存在污染，其次考虑由于特殊原因造成

的感染。但是如果存在非常多的背景微生物或者杂

菌，且没有 1 种或者几种病原体占有主导量的优势，

可以间接考虑患者免疫状态严重破坏，需要引起治

疗和护理上的重视。

3 mNGS 技术展望 

3.1 耐药和突变的鉴定 ：目前，mNGS 得到的微生

物序列在整个样本的总序列中占有极少的比例，通

常不到 5%，但鉴定的种类却很多。因此，每种微生

物的鉴定虽然有结果，但是基因组的覆盖度却很低，

一般不到 1%。在这样的覆盖度下难以鉴定基因水

平的信息，如耐药基因（ARGs）的鉴定和基因突变的

鉴定。在纯科研领域采用高深度的测序结合宿主背

景微生物的扣除已经实现，但临床应用成本太高，不

适合普及。因此，一种更有效、廉价的 mNGS 鉴定加

耐药鉴定将解决更多的临床需求，目前有公司推出

的升级产品在 mNGS 基础上叠加耐药基因检测，可

能是目前比较经济的过渡方法。

3.2 mtNGS ：随着技术的进一步发展，可以完成样

本宏转录组的检测［21］。mtNGS 技术是 mNGS 的进

一步升级，是对样本中所有转录组的高通量定量检

测。mtNGS 技术对中枢神经系统感染中病原体的

鉴定能扩展到以 RNA 为遗传物质的病原体物种，如

对肠病毒等 RNA 病毒的鉴定，这是 mNGS 无法达

到的。另外，mtNGS 技术是对检测样本所有转录组

进行检测，因此能够对样本中涉及到的人体免疫细

胞进行全部近 2 万个基因的鉴定和定量，进一步可

以分析细胞基因表达差异和代谢通路，体现细胞的

免疫状态，展示病原体与宿主的相互作用，对疾病的

诊断更加个体化和精准化。当然，该方法对技术和

受检样本质量的要求也更高，对技术环节的要求也

更加严格。所以目前 mtNGS 的临床应用还落后于

mNGS 的应用。

3.3 检验设备标准缺失，多种因素对结果解读的影

响 ：mNGS 的局限性在于该方法的敏感度与人源背

景微生物水平有关。例如 ：组织相对于无细胞体液

增加了人类宿主比例，微生物序列的数量和比例相

应减少，导致检测敏感度降低［10］。因此，提升数据

量，即加深测序深度是解决该问题的很好办法，但这

必将增加测试成本。同时，mNGS 的整个运行流程

还不够简化，操作较为复杂，相比单个或者多重的

PCR 检测来说操作步骤更加复杂，对于检测人员技

术要求较高，测序仪器的差异对结果解读也会带来

影响，而目前还没有对于测序仪器应用的标准，不利
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于在临床一线开展，因此，自动化平台成为了临床需

求。自动化包括 ：① 样本处理 ；② 文库构建 ；③ 高

通量测序 ；④ 生物信息分析 ；⑤ 报告发送。有研究

机构已经完成了 ② 到 ⑤ 步骤，第一步样本处理也

已经完成了相对简单的血液、脑脊液等处理的自动

化，但是感染性样本类型繁杂，目前仅实现了血液等

简单样本处理的自动化，还远不能满足临床需求。

因此，更完善的自动化本地实验室检测将是更大的

需求。完整的、有标准的一体机的使用将进一步推

进 mNGS 在临床的应用。

3.4 mNGS 时长的优化 ：mNGS 的临床应用已初步

显示出其广谱鉴定病原体的有益效果，但目前很多

方式都是在第三方实验室集中检测，需要将样本寄

送到指定实验室，物流将花费整个检测周期 1/2 甚至

2/3 的时间。因此，在有需求的医疗机构开展 mNGS

病原体检测，是直接有利于患者的简单有效手段，这

将给患者，尤其是重症患者争取 1/2 以上的检测时

间，在更短的时间内得到病原体检测结果［10，22-23］。

3.5 临床数据和微生物基线 ：mNGS 的高敏感度能

够得到全谱微生物，包括病原微生物和定植微生物。

但是不同人群，如不同年龄、不同基础疾病（炎症性

肠病和糖尿病等）人群，有着不同的背景微生物。虽

然人体微生物组计划已经进行了超过 10 年［24-25］，但

对于目前临床应用来说，并没有按照特定人群进行

阈值调整，而是采用统一的检测序列数标准［26］或者

拼接序列数标准［27］。因此，不同人群的差异解读、

病例基线和临床表型的具体生物标志物及个体免疫

的综合作用，在未来应被纳入更多的重症感染疾病

诊断和治疗当中，以便建立个人微生态档案，指导个

体化鉴定和用药，为个体感染性疾病及时提供病原

体信息和诊断依据。快速精准的床旁检测为早期靶

向治疗、控制感染性疾病的传播、节约感染性疾病

治疗费用和开拓广阔的应用前景创造了广泛的社会

效益与经济效益。

3.6 目前利用 mNGS 进行病原体鉴定还存在临床

应用的一些问题，这些问题应该在短期内解决。

3.6.1 产品本身的标准化和规范化 ：当前 mNGS 主

要于第三方实验室开展检测，各机构提供的产品性

能尚无有效的监管手段，商业利益驱动下部分检测

机构将数据量降低到 1 M～5 M，造成了大量的临床

假阴性。国家相关监管部门已经着手建立技术标准，

对相关检测产品进行规范化监管势在必行。

3.6.2 数据库的完整性和准确性 ：目前不同的检测

机构都提供了自己的病原体数据库，其完整性和准

确性缺乏统一的标准，因此，相关部门应联合主流检

测机构，进一步确定数据库的质量标准，用于规范和

提升 mNGS 的应用。一些已经发表的公共数据库可

以直接用于样本的鉴定分析［28-29］，但缺乏与临床相

结合，其软硬件资源需求设定巨大，仅可用于科研。

3.6.3 算法的准确性和快速化 ：mNGS 报告通常含

有多种病原体信息，其中不乏背景微生物。虽然这

些微生物确实存在于样本中，但是与疾病的关系并

不能明确，这也加大了报告解读的困难。更加准确

的病原体鉴定算法和更快的鉴定速度应该是接下来

努力的方向，快速、准确地鉴定定植菌和病原体将

给临床应用带来革命性的突破。

4 结 语 

 目前 mNGS 只是病原体诊断新利器，是在其他

临床病原体检测没有结果的情况下才选择的二线方

法，尽管基于 mNGS 的病原体鉴定给临床实验室检

测带来了新的技术和平台，尤其针对重症感染患者，

无需经验尝试的检测过程给患者赢得了治疗时间。

但目前 mNGS 的病原体单次检测费用仍然较高，且

基于成本、报销、时间及法规方面的考虑仍然是常

规临床实施的主要障碍［30］。对于重症患者，尤其是

重症监护病房（ICU）患者，快速全谱的病原体鉴定

可争取靶向治疗时间，减少其他尝试性药物的使用，

综合治疗费用可能更低。

 目前，由于综合考虑了时间与费用问题，每个临

床样本的处理和 mNGS 病原体检测的测序深度仅停

留在相对较低的水平，因此其敏感度和功能也相对

受限。一些非临床的科学研究采取了极高深度的测

序和优化方法分析［31-33］，这种不计成本的方法使得

一些新的病原体被发现。而这些方法在将来随着高

通量测序费用的下降以及算法的优化，在临床应用

上也会实现，包括但不限于直接在临床样本检测到

耐药信息、新变异物种、定植和感染的区分等，为临

床解决更多的实际问题。

 总体来说，在众多的分子诊断技术中，mNGS 作

为一种全面的直接检测方法，虽然目前的经济成本

使 mNGS 不太可能在短期内成为临床一线检测手

段，但在疑难杂症、危重症、免疫缺陷等特殊人群中

仍具有成为病原体诊断准一线检测手段的潜力，是

一种非常有效的广谱病原体筛查方法。此外，mNGS

与传统的分子、血清学检测等方法在感染诊断的检

测中联合使用可发挥关键作用［21］。
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